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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、顕微鏡観察下で任意の単一細胞を非侵襲的に脱離さ
せる技術を確立することであった。そのために、透明な電極（ITO 電極）上に接着した細胞を、
短時間で電気化学的に脱離させる手法を確立した。次に、この電極をマイクロアレイ化し、顕
微鏡下で位置特異的に電圧を印加できるシステムを構築し、シングル細胞の解像度で細胞を順
次脱離できることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to develop a technology for detaching 
specific cells being observed under a microscopy with single-cell resolution. We first 
demonstrated that cells on a transparent electrode (ITO electrode) can be rapidly detached 
by using an electrochemical reaction. We subsequently fabricated a microarray of the 
electrode so that an electrical potential can be separately applied to the electrodes. This 
electrode system can be used to detach individual cells one by one. 
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１．研究開始当初の背景 
ES細胞や iPS細胞などの万能細胞の樹立に
伴い、再生医療という新しい医療技術が注目
されている。しかし、万能細胞は万能である
がゆえに様々な細胞が誘導される。つまり、
細胞源として用いるためには、分化誘導プロ
セスにおいて、不要な細胞を培養系から除去
し、特定の臓器細胞のみを得る技術が必要で
ある。そこで、顕微鏡観察下で特定した細胞
を直接回収することができれば、幅広い分野
で応用可能な強力なツールとなりうると考
えられる。現状ではレーザーや UV を用いて
任意の１細胞を回収する技術が検討され、
様々な工夫がされている。しかし、光による
細胞への障害性が避けられないことが根本
的な問題となっていた。研究代表者らは、電
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気化学的細胞脱離法(Fig. 1)を用いて金基板
上からの組織回収を行ってきたが、金基板を
用いた方法では顕微鏡による細胞観察が困
難であるといった問題があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以上の背景を踏まえ、透明電極
を用いることによる、位置選択的な細胞回収
技術の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
電気的な細胞脱離と細胞の生存への影響 
スパッタリングにより透明電極である ITO
薄膜を形成した。そして、その基板を
10-carboxy-1-decanethiol 溶液に一晩浸漬する
ことで自己組織化単分子膜（SAM）を形成し
た。次にカルボジイミド法により SAM のカ
ルボキシル基末端に細胞接着性ペプチド
RGD を結合した。ここへ線維芽細胞（3T3 
fibroblast）を接着させ、参照極に銀/塩化銀電
極、対極を白金板として ITO 基板に-1.0 V (vs. 
Ag/AgCl)を一定時間印加した後、接着細胞数
をカウントすることで細胞脱離挙動の定量
的評価をおこなった。また、細胞を完全に脱
離させた後、回収した細胞を再び 24 時間培
養し、細胞の生存率を評価した。 
 
 
脱離過程における細胞形態変化の評価 
SAM を修飾した ITO 基板上に細胞を播種
し、-1.0 V の電位を印加した。このとき、細
胞のアクチン線維と核を蛍光染色しておく
ことで、電位印加による形態変化の様子を共
焦点蛍光顕微鏡によって蛍光観察した。また
比較として、電位を印加しない場合と比較し
た。 
位置選択的な細胞回収  
位置選択的な細胞回収を実現するために、
エッチングによって電極アレイを形成した
ITO 基板上に SAM を修飾した。続いて線維
芽細胞を播種し、24 時間培養後、上述した三
電極系を用いて個々のアレイ電極へ-1.0 V の
電位を５分間印加した。これを順次繰り返す
ことで、位置選択的な細胞回収が可能かどう
か評価した。 
 
４．研究成果 
細胞脱離とその細胞への影響 
線維芽細胞を接着させた SAM 修飾 ITO 基
板に-1.0 V (vs. Ag/AgCl)を印加したところ、1
分以内に半数以上の細胞が脱離し、5 分後に
はほぼ 100%の細胞が脱離した。これに対し、
電位を印加していない場合や SAM を修飾し
ていない基板では、細胞はほとんど脱離しな
かった。また、電位印加により完全に脱離さ
せた細胞を再培養したところ、細胞の接着、
伸展、増殖が観察され、通常の培養ディッシ
ュを用いてトリプシン処理する場合と比較
して大きな違いはみられなかった。これによ
り、電位印加による細胞の生存状態や増殖能
への悪影響は大きくないことが示された。 
脱離過程における細胞形態変化（Fig. 2） 
線維芽細胞をSAM修飾 ITO基板に播種し、
電位を印加した場合とそうでない場合の細
胞の形態変化を比較した。電位印加前には伸
 
Fig. 1 電気化学的な細胞脱離 
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Fig. 2 電位印加による細胞形態変化 
（A）電位印加前、（B）電位印加後 
  
展していた細胞が電位印加後には細胞と基
板との接着部位が外れ、収縮していく様子が
観察された。このことから、細胞は SAM を
介して基板に接着しており、電位印加による
SAM の脱離に伴い、その接着部位が外れ、基
板上から脱離することが示された。 
位置選択的細胞回収（Fig. 3） 
任意のアレイ電極に電位を印加したとこ
ろ、位置特異的に細胞を回収することに成功
した。また、複数のパターンに電位を印加す
ることで連続的な細胞回収を行うことが可
能であった。 
本研究により、ITO 表面に修飾した SAM
を介して細胞を接着させ、顕微鏡観察下で任
意の電極に電位を印加することで特定の細
胞を回収可能であることが示された。 
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